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Résumé

Résumé. Ce présent travail a pour objectif d'étudier la cinétique de l'inhibition de la
polyphénol oxydase (PPO) extraite a partir de datte (Phoenix dactylifera L. cv Tedala) par
I’acide benzoique. L’activité enzymatique a été mesurée par spectrophotométrie a 410 nm,
dans les conditions optimales (pH 5.0; 30°C), en présence de pyrocatéchol comme
substrat. La PPO de la datte Tedala est fortement inhibée par 1’acide benzoique. Le degré
d'inhibition de I’enzyme dépend de la concentration de I’inhibiteur. La valeur ICso de
I’acide benzoique est estimée a 3.87 mM. La représentation de Lineweaver-Burk montre
que I’acide benzoique est un inhibiteur compétitif de I’activité de la PPO avec une valeur
de Kis de 1.93 mM.

L’acide benzoique peut étre utilisé pour le controle du brunissement enzymatique de la
datte Tedala pendant son stockage.

Mots clés : dattes, Tedala, polyphénol oxydase, acide benzoique, Inhibition, brunissement
enzymatique.

Abstract. This work aims to study the inhibition kinetics of polyphenol oxidase (PPO)
extracted from Tedala dates (Phoenix dactylifera L cv. Tedala) with benzoic acid as
inhibitor. PPO activity was measured spectrophotometrically at 410 nm under optimal
condition (pH 5; 30 °C) using pyrocatéchol as substrate. PPO activity was strongly
inhibited with benzoic acid. The degree of inhibition of PPO depends on the concentration
of the inhibitor. The ICso value for benzoic acid was estimated to be 3.87 mM. The
Lineweaver-Burk representation indicates that benzoic acid inhibit PPO with competitive
mode with a KIS value of 1.93. The benzoic acid can be used as anti-browning agent
during storage of Tedala date.

Keywords: Datte, Tedala, Polyphenol oxidase, acid benzoic, Inhibition, enzymatic
browning.
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INTRODUCTION

La datte, est le fruit du palmier dattier Pheenix dactylifera L. produit dans les
régions sahariennes considéré comme un aliment de grande importance pour la population
habitant ces régions. Dans le sud Algérien, les dattes constituent un aliment fondamental
pour les musulmans durant toutes les saisons et particulierement pendant le mois sacré de

Ramadhan.

La datte est un aliment historique de grande valeur énergétique car elle est une
source riche en glucides, en fibres alimentaires, en composés phénoliques, en vitamines et
en macroéléments faisant d’elle un aliment naturel nutritif pour 1’humanité (Kulkarni et
al., 2008 ; Dowson et al., 1963). Elle est tres appréciée aussi bien sur le plan national

qu'international.

L’un des problémes les plus importants des dattes, c’est la réaction de brunissement
enzymatique qui se produite au cours de développement des dattes, la récolte, traitement et
le stockage. Le brunissement enzymatique est un phénomene largement rencontré chez les
fruits et les végétaux, il est le plus souvent une réaction indésirable, provoque la formation
d’un pigment brun responsable du changement de couleur, d'odeur et du gotit désagréables
des dattes (Martinez et Whitaker, 1995) et par conséquent diminuant sa qualité
nutritionnelle et sa valeur commerciale. La polyphénol oxydase (PPO) est reconnue

comme étant la principale enzyme responsable du brunissement des dattes.

La PPO est une métalloenzyme a cuivre largement distribuée dans la nature et
détectée dans la plupart des fruits et légumes (Bertrand, 1896 ; Martinez et Whitaker,
1995 ; Mayer et Harel, 1979) et (Vamos-Vigyazé, 1981 ; Casafiola-Martin et al., 2006).
En présence de I’oxygéne moléculaire, cette enzyme catalyse deux réactions bien distinctes
: I'o-hydroxylation des monophénols en o-diphénols (activite crésolase) (EC 1. 14. 18. 1) et
I'oxydation des o-diphénols en o-quinones (activité pyrocatécholase) (EC 1. 10. 3. 2) qui se

polymérisent pour former un colorant brun ou noir appelé mélanine (Varoquaux, 1978).

L’inactivation de la PPO par les inhibiteurs chimiques est 1’une des méthodes de
contréle la plus efficace pour la prévention du brunissement enzymatique. Cependant, leur
utilisation ne peut étre possible que s'ils n‘ont aucun effet toxique, ne modifient ni le godt
ni la couleur des produits et le traitement n’est pas couteux (Mc Evily et al., 1992; Sapers,
1993).
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INTRODUCTION

Au cours des dix derniéres années, certains rapports ont été consacrés sur I'étude de
I’inhibition de la PPO de différentes sources par des acideS organiques y compris 1’acide
benzoique comme étant anti-brunissement dans l'industrie alimentaire (Queiroz et al.,
2011). Par contre, I’inhibition de la PPO de datte n’a pas suscité 1’attention similaire. Pour
cela, I’objectif principal de cette étude était d'évaluer I'effet inhibiteur de 1’acide benzoique
sur ’activité de la PPO des dattes « Phenix dactylifera L cv Tedala » et de déterminer se

mécanisme d'inhibition en utilisant le pyrocatéchol comme substrat phénolique.

Notre travail sera présenté en quatre parties et est séquencé comme suit. La
premiere partie concerne un rappel bibliographique sur la datte, la polyphénol oxydase
(PPO) et sur le brunissement enzymatique et sa prévention. Dans la deuxiéme partie, nous
mettrons en évidences les procédures expérimentales. La troisieme partie est dédiée a une
discussion des résultats expérimentaux conduits lors de ce mémoire. Une récapitulation
succincte des résultats ainsi que les perspectives ouvrant la voie a des études ultérieures sur

la PPO, sont regroupées dans la derniére partie.
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Synthése bibliographique Chapitre 01 : généralités sur les dattes

I- Le palmier dattier

1.1-Généralité

Le nom grec de genre Phoenix, repris en latin, peut avoir comme origine la
Phénicie, pays exportateur de dattes, mais aussi l'oiseau fabuleux qui renait de ses
cendres tandis que Dactyl en grec signifie doigt et datte, d’autre part le philosophe grec
Aristote décrivait ce fruit comme un « doigt de lumiére » (Djerbi., 1994).

C’est une composante essentielle de I’écosysteéme oasien grace a sa remarquable
adaptation aux conditions climatiques, sa haute valeur nutritive de ses fruits, ses
multiples utilisations des ses produits ainsi que sa morphologie favorisant d’autres

cultures sous-jacentes (El homaizi et al., 2002; Bakkaye., 2006).

Comme toutes les especes du genre Phoenix, il existe des arbres males appelés
communément dokkars ou pollinisateurs et des arbres femelles Nakhla .En général, les
palmeraies algériennes sont localisées au Nord-Est du Sahara au niveau des oasis ou les

conditions hydriques et thermiques sont favorables (Ghazi et Sahraoui., 2005).
I.2-La classification botanique

Les Palmiers sont des Monocotylédones, au méme titre que les Graminées. Cela
signifie qu’ils sont dépourvus de cambium, tissu indifférencié assurant la production
des organes nouveaux (Kahn., 1997).

Selon Munier (1973), la classification du palmier dattier est comme suit :

Embranchement ..........cccoooiiiiiiiiiiee, Phanérogames.
Sous-embranchement............cccoeiiiiiiiene Angiospermes
ClaSSE....ccveeieec et Monocotylédones.
GIOUPE......eeeiieiisiiesieee e Phoenocoides.
Famille........coooovveie e Arecaceae.
Sous-famille........cccooviiiiii, Coryphoideae.
GBNIE...ciiiiieieeee e Phoenix.

ESPBCE...ueieee e Phoenix dactylifera L
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1.3-La répartition géographique

Le palmier dattier fait 1’objet d’une plantation intensive en Afrique
méditerranéenne et au Moyen-Orient. L’Espagne est I’unique pays européen producteur de

dattes principalement dans la célébre palmeraie d’Elche (Toutain., 1996).

Aux Etats-Unis d’Amérique, le palmier dattier fiit introduit au XVIII éme siécle.
Sa culture n'a débutée réellement que vers les années 1900 avec I’importation des variétés
irakiennes (Bouguedoura., 1991; Matallah., 2004). Le palmier dattier est également

cultivé a plus faible échelle au Mexique, en Argentine et en Australie (Matallah., 2004).

D’autre part les palmeraies algériennes sont localisées au Nord-Est du Sahara au
niveau des oasis. Le palmier dattier est cultivé au niveau de 17 wilayas seulement, pour
une superficie de 120830 hectares, cependant 4 wilayas représentent 83,6% du
patrimoine phoenicicole national : Biskra 23%, Adrar22%, El-oued21% et Ouargla 15%
(Anonyme., 2002).

I1-La datte
11-1 Définition

La datte, fruit du palmier dattier, est une baie, généralement de forme allongée,
oblongue ou arrondie. Elle est composée d’un noyau, ayant une consistance dure, entouré

de chair. (Buelguedj., 2001).

Selon Espiard (2002), la partie comestible de la datte, dite chair ou pulpe, est

constituée d’un :

e Péricarpe ou enveloppe cellulosique fine dénommeée peau.
e mésocarpe généralement charnu, de consistance variable selon sa teneur en sucre et
de couleur soutenue.
e endocarpe de teinte plus clair et de texture fibreuse, parfois réduit a une membrane
parcheminée entourant le noyau (Figurel)
Les dimensions de la datte sont tres variables, de 2 a 8 cm de longueur et d’un
poids de 2 & 8 grammes selon les variétés. Leur couleur va du blanc jaunatre au noir en

passant par les couleurs ambre, rouges, brunes plus ou moins foncées (Djerbi., 1994).
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Synthése bibliographique Chapitre 01 : généralités sur les dattes

La chair et le noyau représentent environ 85 a 90% du poids total du fruit
(Hussein et al., 1998).

Noyau de profil et de dos

Coupe longitudinale d’une datte Coupe du noyau

Périanthe Micropyle

Mésocarpe -=— — Tégument ° Rainure
____ ventrale
Endocarpe = Albumen <
-~ -
* Micropyle I'
Epicarpe

Figure 1: Datte et noyau du palmier dattier (Buelguedj., 2001).

I11.2. Formation et maturation de la datte

Les fleurs fécondées, a la nouaison, donnent un fruit qui évolue en taille, en

consistance et en couleur jusqu’a la récolte (Gilles., 2000).

La datte passe par différents stades d’évolution avec leur noms vulgaires utilisés

en Afrique du Nord et en Irak sont présentés ainsi dans le tableau ci-contre.

Stades de développement de la datte
Pays
[ I 11 I\ v
Irak Hababouk Kimiri Khlal Routab Tamr
Algérie Loulou Khlal Besr Martouba Tamr
Libye - Gamag Bser Routab Tamr
Mauritanie Zei Tefejena Enguei Blah Tamr

Tableau 1 : Stades de développement des dattes (Djerbi., 1994).

De nombreux auteurs ont adapté la terminologie utilisée en Irak. Les différents

étre définis comme suit:
11.2.1. Loulou ou Hababouk

C'est le stade "nouaison™ qui vient juste apres la pollinisation. Les dattes ont une
croissance lente, une couleur verte jaunatre et une forme sphérique (Figure 2). Il dure 4 a 5

semaines apres fécondation. (Djerbi., 1994).
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Synthése bibliographique Chapitre 01 : généralités sur les dattes

11.2.2. Khalal ou Kimri, Blah

Ce stade dur sept semaines environs, il se caractérise par une croissance rapide en
poids et en volume des dattes. Les fruits ont une couleur verte vive et un goQt apre a cause

de la présence des tanins. (Djerbi., 1994).
11.2.3. Bser ou Bsir, Bissir

Les sucres totaux atteignant un maximum en fin du stade. La couleur vire au
jaune, au rouge et au brun, suivant les clones. La datte atteint son poids maximum, au

début de ce stade (Figure 2). Il dure en moyenne quatre semaines. (Djerbi., 1994).
11.2.4. Martouba ou Routab

C'est le stade de la datte mdre pour certains cultivars. Le poids et la teneur en eau
vont diminuer a la fin. La durée de ce stade ou le fruit prend une couleur brune est de 2 a 4
semaines. (Djerbi., 1994).

11.2.5. Tamar ou Tmar

C'est la phase ultime de la maturation au cours de laquelle, I'amidon de la pulpe se
transforme complétement en sucres réducteurs (glucose et fructose), et en sucres non

réducteurs (saccharose).

P 2

- -

il ) % L

Figure 2 : Stades d’évolution de la datte (Munier., 1973)

(1-2 : Stade | ou Loulou, 3-4: Stade 11 ou Khlal, 5-6: Stade 111 ou Bser, 7: Stade 1V ou Routab 8:Stade V ou

Tmar).
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I. Caractérisation des polyphénols oxydases

I.1. Historique

La polyphénol oxydase a été découverte pour la premiére fois en 1856 par
Schoenbein dans le champignon Boletusluciferus. Il a noté que ’extrait de ce champignon
catalyse I'oxydation en aérobie de certains composés en formant un pigment bleu dans les
plantes (Whitaker., 1995).

La polyphénol oxydase a été extraite pour la premiere fois simultanément par
Kubowitz (1938) a partir des pommes de terre et par Keilin et Mann (1938) a partir
d’Agaricusbisporus.

C'était la premiére enzyme purifiée par chromatographie d’affinité (Lerch., 1983;
Jolivet et al., 1998).Bien que la polyphénol oxydase ait été découverte il y’a bien
longtemps, ce n’est qu’en 1998 que la premiére structure cristallographique de la PPO a
été rapportée et c’était pour I’enzyme de Impomeabatatas (Klabund et al., 1998), et
depuis, la PPO a suscité plus d’ attention et plusieurs études sérieuses ont été porté d’une
part sur la compréhension de mécanisme réactionnel et d’autre part sur le role de 1'enzyme
dans le brunissement enzymatique (Seo et al., 2003; Halalouili et al., 2006; Virador et
al., 2010; Cheng et al., 2013; José et al., 2014).

I.2. La réaction de brunissement enzymatique :

Le brunissement enzymatique est un processus chimique, impliquant des
polyphénols oxydase telles que Laccase et Pyrocatéchol-oxydase donnant une couleur
brune. Le brunissement enzymatique nécessite la présence de lI'oxygéne, ce qui se produit
par exemple quand une pomme est coupée ou blessée. La concentration en cuivre joue un
role trés important dans cette réaction. (Barrett et al, 2005)

Les phénols oxydés lors du brunissement sont responsables en partie de la flaveur
et de la couleur des fruits et légumes. (Shahidi et Naczk, 2004).

Le brunissement enzymatique peut avoir lieu lors de :

* La croissance des fruits, c’est I’exemple de la datte (Mann, 2008).

* Ou durant I’endommagement mécanique lors du traitement et des manipulations
post récolte. (Man, 1999).

* la conservation et des transformations technologiques. (Jeantet et al., 2006).

La formation des pigments bruns n’est cependant pas toujours indésirable ; un
certain degré de brunissement est en effet recherché lors de la maturation des fruits secs

(dattes, pruneaux et raisins) (Jeantet et al., 2006).

07



Synthése bibliographique Chapitre 02 : Caractérisation des polyphénols oxydases

1.3. Définition des polyphénols oxydases :

Les polyphénol oxydases appartiennent au groupe des oxydoréductases renfermant
du cuivre. Elles sont connues sous le nom de tyrosinase, polyphénolase, phénolase,
pyrocatéchol-oxydase, crésolase, pyrocatécholase ou ortho-diphénol oxydase est largement
trouvée dans la nature (Whitaker, 1996). Elles catalysent 1’oxydation des composés
phénoliques en présence d’oxygene.

Désignée originellement sous le code EC 1.14.18.1 par la Commission
Internationale sur les Enzymes.

La PPO existe sous deux formes, comme critére de différenciation, la spécificité

vis-a-vis des substrats phénoliques (Walker et Ferrar, 1998) :

1. La monophénol monooxygenase ou crésolase EC 1.14.18.1 est responsable a la
transformation de monophénol en diphénol.

2. La pyrocatéchol oxydase EC1.10.3.1 permet I’oxydation des o-diphénol en
quinone. Les laccase EC 1.10.3.2 catalysent 1’oxydation aussi d’o-diphénol de p-diphénol,
Elles sont secrétées en abondance par les champignons au cours de leur croissance (Perry
etal., 1993).
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OH OH 0
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o
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Figure 03: Les différentes réactions catalysés par les polyphénol oxydase(Rigal, 2001).

I.4. Caractérisation structurale des PPO :

Les masses moléculaires apparentes des polyphénols oxydases sont comprises entre
12 et 400 KDA. (Zawistowski et al., 1991), Ces différences de taille s’expliquent
notamment par l’existence de formes polymériques de I’enzyme, pouvant aller du
monomere, comme c’est le cas pour la PPO des graines de tournesol a la forme
tétramérique pour la ppo de champignon.

La structure du site actif de I'enzyme, dans laquelle le cuivre est lié par six ou sept
résidus histidine et un résidu cystéine unique est hautement conservée (Mayer, 2006
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forme Oxy

forme Désoxy
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15
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Figure 04 : Différentes formes réactionnelles du cuivre dans les ppo

I.5. Les propriétés générales des ppo :

Le pH optimum de la PPO varie considérablement avec la plante source, mais est
généralement dans la plage de 4,0 a 8,0 (Yoruk et Marshall, 2003). Les pH et températures

optimaux ainsi que la constante d’affinité apparente des polyphénols oxydases de différentes

plantes vis-a-vis de certains substrats sont présentés dans le tableau 02

Tableau 02 : Caractéristiques des polyphénol oxydases de défirent sources végétales

Km  Températur _
Plante Substrat ) PH optimale
(Mm) optimale

Référence

Pomme Pyrocatécho 34 15 7
Banane Pyrocatécho 8.5 30 7
Datte Deglet 4-méthyl
: - 35 6.4
Nour pyrocatécho
4-méthyl
Datte Ghars ) - 40 7.2
pyrocatécho

Oktay et al. (1995).
Unal (2007)
Daas Amiour et
Hambaba(2016)
Daas Amiour et
Hambaba(2016)
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1.6. Mécanisme réactionnel et substrat :

En présence d'oxygéne, la PPO catalyse I'nydroxylation de monophénols aux o-
diphénols (I’activité crésolase) et l'oxydation des o-diphénols a leurs o-quinones
correspondants (I’activité pyrocatécholase) (Robb, 1984). Les PPOs sont capables
d'insérer de l'oxygéne dans une position ortho a un groupe hydroxyle existant dans un
cycle aromatique, suivi de I'oxydation du diphénol a la quinone correspondante ; I'oxygene
moléculaire est utilisé dans la réaction (Mayer,2006) .

Le brunissement enzymatique s’observe chez les végétaux riches en composés
phenoliques (Jeantet et al., 2006). En effet, le degré de brunissement dépend de la teneur
en phénols et de 1’activité de la polyphénol oxydase (PPO) (Zawistowsky et al., 1991). Le
brunissement post-récolte des fruits est principalement dd a la rupture des anthocyanes et
I'oxydation des composés phénoliques (Whitaker, 1994).

Une large gamme de composés phénoliques est oxydée par la PPO (Sapers, 1993).
Les différents substrats de la PPO mis en évidence dans plusieurs travaux de recherche sur

le brunissement enzymatique sont donnés dans le tableau 03.

Tableau 03: Substrats des polyphénol oxydases de quelques fruits (Marshall et al., 2000)

Source Composés phénoliques

Pomme Acide chlorogénique, pyrocatéchol, catéchine, acide caféique,

dihydroxyphenylalanine (DOPA), acide 3,4-dihydroxy benzoique, 4-méthyle

pyrocatéchol, leucocyanidine, acide pcoumarique , flavonols glycosides
Banane  Dopamine, leuco-delphinidine, leucocyanidine.
Péche  Acide chlorogénique, pyrogallol, 4-méthyle pyrocatéchol, pyrocatéchol, acide

caféique, acide gallique, catéchine, Dopamine.

Abricot  Acide isochlorogenique, acide caféique, 4-méthyle pyrocatéchol, acide

chlorogénique,

catéchine, épicatéchine, pyrogallol, pyrocatéchol, flavonols, acide p-coumarique et

dérivés.

Prune  Acide chlorogénique, catéchine, acide caféique, pyrocatéchol, DOPA.
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| .7. Rdle physiologique des ppo :

Chez les bactéries et les champignons, le taux des PPO augmente avec l'apparition des
corps fructifiants (le taux de corps fructifiant augmente avec la présence de tyrosine et de sels
de cuivre). La formation de spores s'accompagne d'une augmentation du taux de mélanines
découlant de I'action des PPO mais ces mélanines ne sont pas indispensables a la sporulation.

Ces mélanines permettraient d'augmenter la résistance de la paroi et des membranes
vis-a-vis d'enzymes de déstructuration (glucanase, chitinase...). Chez les végétaux, les PPO
seraient impliquées dans les phénoménes de défense et de résistance aux infections
bactériennes, fongiques et virales. On constate généralement une augmentation de l'activité
des PPO a la suite d'un stress, hausse qui serait due a la maturation des formes latentes des
PPO par les protéases des pathogénes plutdt qu'a une synthese de novo.

Bien que les PPO puissent hydroxyler des monophénols, elles ne sont pas impliquées
directement dans la biosynthése des diphénols car d'une part la crésolase agit trés lentement et
d'autre part il n'y a aucune corrélation entre la biosynthése des diphénols et la présence ou
I'absence des PPO dans le tissu végétal intact. Les PPO seraient cependant impliquées dans la
biosynthése des flavones glycosylées. (Mayer, 2006).

La localisation specifique des formes actives des PPO laisse supposer que cette
enzyme interviendrait dans la photosynthese ou dans la régulation du niveau d'oxygéne actif
au sein des chloroplastes. Certains auteurs ont montré que la PPO était structuralement
associée au photosysteme Il dans la plupart des végétaux supérieurs. Il n'a pas été possible de
démontrer clairement I'implication des PPO au niveau des chaines d'oxydation cellulaire.

L'activité de la PPO a également un impact sur la saveur et l'arbme des produits
horticoles, puis que les composés phénoliques jouent un réle dans le golt amer, sucré,

piquant, ou astringent des fruits, de légumes et d'épices (Tomas- Barberan et Espin, 2001).
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1.8. Inhibition des ppo :
L’inhibition des PPO se fait par deux méthodes Physique et chimique.

1.8.1. Méthode physique :

Les traitements thermiques de courtes durées aux températures comprises entre 70-
90°C, de la PPO en solution ou dans les produits d'origine végétale sont dans la plupart des
cas suffisantes pour la destruction irréversible, partielle ou totale de sa fonction catalytique.

On pourrait utilisés des pressions hydrostatiques dans le cas des polyphénol oxydases
sensibles a la pression (pression supérieure a 100 MPa). Toutefois, la température, la pression

et la durée du traitement restent des parametres a optimiser pour une meilleure efficaciteé.

1.8.2. Méthode chimique :

Une large gamme de composés est connue pour inhiber la PPO. Leur efficacite
dépend de la nature et de la concentration de l'inhibiteur, de la source denzyme, de la
disponibilité du substrat (substrat phénolique) et du pH et de la température (Zawistowski et
al., 1991).

Quand la PPO est une métalloprotéine, elle peut étre inhibée par des agents chélateurs
de métal comme le monoxyde de carbone, I'éthyléne diamine tétra-acétique acide (EDTA).
(Gasowska et al., 2002).

Les ions inorganiques tell que K* sont également capables d'inhiber les PPOs.
(Rescigno et al., 2002)

Les acides aromatiques, les aldéhydes aromatiques, les acides carboxyliques et
certains acides cinnamiques substitués sont aussi des inhibiteurs des PPO. (Gasowska et al.,
2002)

Les ions halogénures se comportent comme étant des inhibiteurs compétitifs vis-a-vis
de la fixation du dioxygene. Les acides aromatiques, tel que l'acide benzoique et I'acide

cinnamique. (Rescigno et al., 2002)

13



Synthése bibliographique Chapitre 02 : généralités sur les dattes

1.9. L’acide benzoique :

L’acide benzoique est une espéce chimique communément utilisée comme
conservateur et présente dans quelques plantes a 1’état naturel. L’acide benzoique est donc
trés employé dans 1’agroalimentaire et est référencé (selon la 1égislation européenne) sous le
code E210.

Leur formule est C6BH5COOH, dérivé du benzene. L'acide benzoique est produit
industriellement par oxydation partielle du toluéne par l'oxygéne en phase gazeuse en

présence de catalyseurs tels que des sels de cuivre.

OH

Figure 05 : Structure de ’acide benzoique

1.10. Les pyrocatéchols

Sont les substrats les plus simples sont les pyrocatéchols et leurs dérivés. Ce sont
des deérives diphénoliques dont la structure de base est analogue a celle représentée dans la

figure suivante.

OH

pyrocatéchol

Figure 07: Structure de pyrocatéchol
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Matériels et méthode

I .1. Matériels
I.1.1.Matériels biologiques

La datte (Variété Tedala) utilisée dans notre étude a été achetée a maturité du
marché local de la Wilaya de Laghouat dans la semaine son utilisation. Les dattes sont

lavées avec de 1’eau distillée, séchées et conserver a 4°C

Figure 08: La variété de dattes (Phoenix dactylifera L.) cvTedala.

1.1.2.Produits chimiques

Le phosphate de potassium(KH2PQOs), I’acétate de sodium, le pyrocatéchol, I’acide
benzoique et le polyvinyle (poly) pyrrolidone (PVPP) sont fournis par fluka .Tous les

autres produits chimiques et réactifs utilisés dans cette étude sont d’un grade analytique.

1.2.Méthodes
I.2.1.Préparation de I’extrait brut de la PPO:

La PPO a était isolée a partir des dattes de la variété Tedala, selon le protocole
d’extraction développé par Hasegawa(1980)

Les dattes sont lavées avec 1’eau distillée et séchées a 1’air libre. 200g de chair de
dattes refroidie préalablement a -15°C sont dénoyés et decoupés et broyer pendant 3 min a
I’aide d’un mixeur (warning commercial blender 800EG, model BB 90E) dans 300 ml
d’une solution d’extraction composée de tampon phosphate de potassium 0.05M a pH 7.0
contenant 5g de polyvinyle (poly) pyrrolidone (PVPP) comme chélateur des composés
phénolique. Le filtrage a été effectuée par une simple filtration par le papier filtre. Le filtrat
obtenu est centrifugé pendant 10 min a 4000tr/min dans une centrifugeuse (Thermo

Scientific HeAIOSy centrifuger, England).
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Surnageant

Culot

Figure 09 : Extrait brut de la datte (Phenix dactylifera L cv Tedala) avant et apres centrifugation.

Le surnageant récupéré d’un volume totale de 150 ml et de couleur jaunatre,
représente 1’extrait enzymatique brut (PPO) qui divisé dans des tubes Eppendrof de 2 ml
qui seront Conserves a -10°C.

1.2.2.Mesure de I’activité de PPO :

L’activit¢ de la poly phénoloxydase est mesurée a 410 nm en utilisant le
pyrocatéchol comme substrat par la mesure directe de la formation du produit o-quinone a
I’aide d’un spectrophotométre  (Thermo  ScientificHeAIOSy  Spectrophotometer,
England).en présence d’oxygene/aire (Fan et Flurkey, 2004 ;Esppin et al .,1995).

La solution mere de pyrocatéchol a 0.16 M est préparé dans une solution d’acide
ortho-phosphorique a 0.5mM pour 1’assurance de la stabilité de substrat (Fan et Flurkey,
2004).

Le milieu reactionnel contient 0,5 ml de substrat a 80mM. La réaction d’oxydation
est déclenchée par 1’ajout de 20 ul d’extrait enzymatique. La variation de 1’absorbance est

enregistrée toutes les 10 secondes pendant 2 min apres I’ajout de I’extrait enzymatique.

1.2.3. Effet du PH
L’activité o-diphénolase de la PPO est mesurée a 30 C° dans I’intervalle de pH
compris entre 3.5 a 8.0. Les systemes tampons utilisés sont: le tampon acétate de sodium
(0.05 M; pH 3.0-6.0), le tampon phosphate de sodium (0.05 M; pH 6.0-8.0). Le
pyrocatéchol a 80mM est utilisé comme substrat.

Toutes les expériences ont été réalisées trois fois.
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1.2.4.Etude de la stabilité thermique :

L’activité pyrocatécholase résiduelle de I’extrait brut de la PPO est mesurée apres
10 minutes d’incubation des tubes en verre de 1 mm d’épaisseur contenant 20 pl d’extrait
enzymatique brut dans un bain marie réglé a différentes températures comprises entre 30 a
90°C.

Apres traitement thermique, les tubes sont refroidis rapidement dans I'eau froide et
I'activité enzymatique résiduelle est mesurée a pH 5.0 pour la variété de Tedala (tampon
acétate de sodium 0.05 M) et & 30 C°, en présence de 80 mM du pyrocatéchol comme
substrat.

Le pourcentage de l'activité pyrocatécholase residuelle de la PPO est calculé par
comparaison de I’activité de l'enzyme non traitée thermiquement avec celle de 1’enzyme

traité thermiquement (Dogan et al., 2005). L’activité enzymatique résiduelle est calculée a

Ae
AR|:1E:| = (A_) = 100
o

partir de la formule suivante :

Ou:
Ag est l'activité sans traitement thermique (activité de I’enzyme mesurée a 30C°)
Atest l'activité apres traitement thermique.

Toutes les expériences ont été réalisées trois fois.

1.2.5. Effet de la concentration de I’enzyme :

La vitesse initiale de 1’oxydation de la pyrocatéchol a 80 mM par la PPO de Tedala
est mesurée a différents volumes croissants de 1’enzyme compris entre 10 et 70 pl.
L’activité enzymatique a ét¢ mesurée dans les conditions optimales décrites ci-dessus (pH
5.0, tampon acétate de sodium 0.05 M et a 30C°).
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1.2.6. Détermination des parameétres cinétiques :

Pour déterminer les paramétres cinétiques (Km et Vmax) de 1’activité pyrocatéchol
oxydase de I’extrait brut de la PPO des dattes (Phoenixdactylifera L.) cv Tedala, I’activité
enzymatique est mesurée a pH : 5.0, tampon acétate de sodium a 0.05 M et & 30C°, a
différentes concentrations de pyrocatechol comprises entre 10 a 80 mM .

Les valeurs des parameétres cinétiques ont été estimées a 1’aide des représentations

graphiques de Michaelis-Menten (Vo vs [S]) et de Lineweaver-Burk (1934) (1/Vo vs 1/[S]).

1.2.7. Détermination des valeurs d’ICso :

Cette valeur correspond a la concentration d’inhibiteur qui provoque une
diminution de I’activité enzymatique par 50 % (IC50).

L’activité de la PPO a été mesurée a 30°C et pH 5.0 (tampon phosphate 0.05 M), en
absence et en présence de différentes concentrations d’inhibiteurs : d’acide benzoique entre
5 et 40 M, pour une concentration constante de pyrocatéchol.

Les valeurs d’IC 50 ont été déterminées a partir de la représentation de 1’activité
enzymatique résiduelle en fonction de la concentration de I’inhibiteur (acide benzoique)
(Chen et al, 1998). Le pourcentage de I’activité enzymatique résiduelle de la PPO est
calculé par comparaison avec I’activité de 1’inhibiteur (Ao) (Dogan et al, 2005) selon

I’équation suivante :
Al
AR(%) =(E) x 100

Avec :
Ag : est ’activité diphénolase en absence d’inhibiteur
A1 : est ’activité diphénolase en présence d’inhibiteur
Toutes les expériences ont été réalisées 2 fois.
1.2.8. Détermination du mécanisme d’inhibition de la PPO par I’acide benzoique :

L’activité enzymatique de la PPO est mesurée dans un milieu réactionnel en
absence et en présence de deux concentrations constantes d’inhibiteur (15 et 30mM pour
I’acide benzoique) et a différentes concentrations croissantes de la pyrocatéchol comprises
entre 10 et 80 mM. Les types d’inhibition ont été déterminés a partir de la représentation
en double inverse de Lineweaver-Burk de la vitesse initiale en fonction de la concentration
du substrat (Arslan et Dogan, 2005).
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1.2.9. Analyse des résultats expérimentaux :

Toutes les analyses de ce travail ont été effectuées trois fois et la moyenne des
résultats est présentée. La barre d’erreur représente I’erreur standard. L’analyse des
données cinétiques observées a été effectué¢ par ajustement a I’aide de régression linéaire,
et de régression non linéaire par I’utilisation des programmes suivants : Table Curve
2DTM (Jandel Scientific Windows v2.03 Copyright© 1989-1994), et Excel® (Microsoft
Excel 97-2003). EnzymeKineticsProTM Version 2.36, SigmaPlot 2004 (Windows Version
9.01) et Origin 6.0 (Microcal(TM) Origin Version 6.0, Copyright © 1991-1999 Microcal

Software, Inc.).
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Résultats et discussions

I.1. Extraction de la polyohénol oxydase des dattes :

La PPO a était facilement isolée a partir de la variété de datte (Phoenix dactylifera
L.) cv Tedala aI’aide d’un protocole simple a mettre en ceuvre. L’extrait enzymatique brut
est capable de catalyser I’oxydation de pyrocatéchol comme substrat.

L’utilisation de polyvinyl(poly)pyrrolidone (PVPP) I’extraction de la PPO des
dattes permet d’éliminer les composés phénoliques endogénes des dattes qui peuvent étre
oxydés par I’enzyme en o-quinones et qui apres leur polymérisation provoquent
I’inactivation de la PPO (Wuyts et al., 2006; Fang et al., 2007).

Le diagramme de 1’extraction de la PPO de cette variété de datte est recapitulé ci

contre (Figure 10).

r N
>0 g,desf dattes ( Broyage dans 100 ml h ( h
lavées a I’eau

o L de tampon phosphate ,
distillée et séchees a refroidi (0.05M —pH Dattes broyéees
fl ?g. libre Zt c 7.0) et 3.75g de PVPP
refroidies a (4°C) (2%) pendant 2 minutes
\_ J \ ) \ J

i

Centrifugation a 4000 Obtention d’un filtrat Filtration de

trs/min pendant 10 visqueux de couleur broyat a I’aide de
minutes. jaunatre papier filtre

Récupération du surnagent, I’extrait brut de la PPO
(56 ml) est conservé a -10°C.

Figurel0: Protocole d’extraction du polyphénol oxydase des dattes (Phoenix dactylifera L.) « Tedala ».
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1.2. Les conditions optimales de I’activité pyrocatéchol oxydase :
1.2.1. Effetdu pH :

L'influence du pH sur D’activité pyrocatécholase des dattes cv Tedala a été
déterminée en mesurant les vitesses initiales d’oxydation du pyrocatéchol a différents pH
compris entre 3.5 et 8.0.

Les systemes tampons utilisés sont: le tampon acétate de sodium (0.05 M; pH 3.5-
6.0), et le tampon phosphate de sodium (0.05 M; pH 6.0-8.0).

La figure 11 represente le profil de I'activité pyrocatéchol oxydase relative en
fonction du pH en présence de pyrocatéchol comme substrat. Ainsi, une valeur de pH=5
correspondant au max de pic relativement proportionnelle a 1’activité optimale a été
déduite. De part et d’autre de ce pH, on assiste a une diminution de I’activité enzymatique
qui peut étre expliquée par les changements du degré d’ionisation de la pyropyrocatéchol
ou des résidus d’acides aminés du site actif qui donnent naissance aux interactions
défavorables entre le site actif de I’enzyme et le pyrocatéchol.(Khatun et al., 2001).

En effet, I’activité enzymatique diminue a cause de changement de degré
d’ionisation des groupement de ces résidus localisés a ’intérieur ou au voisinage du site
actif de I’enzyme, et qui seront impliqués dans la fixation ou la transformation des
substrats (Khatun et al., 2001).
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Figure 11: Variation de I’activité enzymatique de la PPO de (Phoenix dactilyfera L.) cv Tedala en fonction

du pH. (En présence de pyrocatéchol comme substrat).
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Le pH optimum de la PPO varie largement avec la source végétale mais
géneralement il est situé dans la gamme de pH 4.0-8.0 (Yoruk et Marshall., 2003).

Il dépend de la source de la PPO, de la nature du substrat phénolique utilise, de la
méthode d’extraction, de la température et de la méthode utilisée pour mesurer I’activité

enzymatique (Vamos-Vigyazé., 1981; Whitaker., 1994; Kolcuoglu et al., 2006).

1.2.2. Etude de la stabilité thermique :
Les résultats de I’effet de la température sur I’activité enzymatique de la PPO des
dattes en présence de pyrocatéchol, comme substrat sont représentés dans la figure 12.
L’activité enzymatique relative a été suivie dans un intervalle des températures
compris entre 30 et 90°C en respectant les conditions optimales décrites précédemment

dont elle a été mesurée a pH 5.0 et en présence de pyrocatéchol a 80 mM.
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Figure 12 : Stabilité thermique de 1’activité enzymatique de la PPO des dattes (Phoenix dactylifera L.) cv
Tedala aprés 10 min de traitement thermique. (En présence de pyrocatéchol comme substrat).

Comme pour la plupart des réactions enzymatiques, la vitesse des réactions
catalysées par la PPO augmente en général avec la température. Cependant, quand la
température s'‘éléve au-dessus de 50 a 60°C, l'activité catalytique enzymatique diminue. Ce

phénomeéne résulte de deux effets opposés:
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(a) De I’effet thermique activateur dont une augmentation exponentielle de la vitesse de
la réaction avec la température.
(b) de I’effet thermique dénaturant de la structure de la protéine aux températures plus
élevées (Voet., 2011).
Selon la nature du substrat utilisé et la source enzymatique, on remarque que la
température optimale est dans la gamme 30-40°C, estimée en présence de pyrocatéchol

comme substrat.

Nos résultats sont similaires a ceux trouvés pour les différentes PPO d’origine
végeétale: Penaeusjaponicus (Benjakul et al., 2005), Macrolepiotamastoidea (Kolcuoglu
et al., 2006), Musa cavendishii (Unal., 2007), Ocimum basilicum (Dogan et al., 2005) et
Castaneahenryi (Xut al., 2004). Plusieurs chercheurs ont indiqué que les PPOs ont des
températures optimales entre 20 et 40 °C (Arslan et al., 1997; Aydemir., 2004;
Duangmal et al., 1999; Fujita et al., 1995; Jiang., 1999; Gawlik-Dziki et al., 2008).

En effet, la PPO n’est pas une enzyme thermostable, les traitements thermiques de
courtes durées a des températures de 70 a 90°C de I’enzyme en solution ou dans les
produits d'origine végétale, sont dans la plupart des cas suffisants pour la destruction
irréversible, partielle voire totale de sa fonction catalytique (Vamos-Vigyazo., 1981;

Zawistowski et al., 1991; Yemenicioglu et Cemeroglu., 2003).

1.2.3 .Effet de la concentration de I'enzyme

L'effet de la concentration de I’enzyme sur la vitesse initiale d’oxydation du pyrocatéchol
par I’extrait brut de la PPO des dattes a été étudie tout en respectant les conditions

optimales précédemment décrites.

La figure 13 représente le résultat de 1’effet de la concentration de I’enzyme sur
I’activité de la PPO de Tedala. Nous constatons que la vitesse initiale d’oxydation du
pyrocatéchol augmente de maniére linéaire avec 1’augmentation du volume de 1’enzyme
dans le milieu réactionnel, a partir de cette relation de proportionnalité nous pouvons
estimer la valeur de la constante catalytique et par conséquent d’estimer la concentration
de la PPO dans un extrait sans qu'il soit nécessaire d'effectuer sa purification totale (Weil.,
2001).
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Figure 13 : Effet de la concentration de la PPO de (Phoenix dactylifera L.) cv Tedala sur la vitesse initiale

d’oxydation du pyrocatéchol (tampon acétate 0.05 M-pH 5 ; 30C° ; pyrocatéchol 80 mM)

D’aprés cette expérience, nous avons choisi le volume de I’enzyme de 20 pl
comme étant convenable pour que la cinétique soit du premier ordre et donc pour la

détermination des parameétres cinétiques de la PPO.

I1. Détermination des parametres cinétiques :

Pour déterminer les parametres cinétiques de la PPO des dattes, les vitesses
initiales ont été mesurées a différentes concentrations de pyrocatéchol.

L’effet de la concentration du substrat sur I’activité pyrocatécholase a été étudié
dans une gamme de concentration pyrocatéchol comprise entre 10 et 80 mM. Les autres
parameétres physico-chimiques ont été maintenus constants (tampon acétate de sodium 0.05
mM a pH 5.0 a une température de 30 C°).

Les valeurs des paramétres cinétiques Vmax, et Km ont été ainsi estimés a partir
des représentations de Michaelis-Menten (Equation (2)) et de Lineweaver-Burk (Equation

(3)) comme suit (Dalmadi et al., 2006):

_ Vi8] |

°= m ....................... Equation (2)
L [K 1)1

v, (VLS i T Equation (3)
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Ou:
Vo : est la vitesse initiale de la réaction (Abs/min) ;
V max : est la vitesse maximale de la réaction (Abs/min) ;
[S] : est la concentration de pyrocatéchol (mM) ;

Km: est la constante de dissociation du complexe enzyme-substrat (mM) ou

constante de Michaelis-Menten.

1. 1. Effet de la concentration du substrat

Le profil d’évolution de I’activité enzymatique de la PPO de la variété des dattes
(Cv Tedala ) en fonction de la concentration de pyrocatechol est représenté dans la
figure 14.

Nous remarquons que la représentation graphique donne une courbe d’allure
hyperbolique, ce qui signifie que I’enzyme suit une cinétique michalienne.

La courbe 1/V vs [S] a été utilisée afin d’évaluer la valeur de la constante de
dissociation du complexe inactif ES (Ks). Le phénomene d'inhibition par excés de substrat

a été observé pour la PPO de cette variété avec une valeur approximative valant 60 mM.
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L
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£ 0.0
E
5
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W
=
=
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Vmax =0,3738+0,0026
Km  =85,066+13,314

R?=0,963

16 A

1V, (Abs/min)

0,02 0,01 0,00 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06
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Figure 14: Effet de la concentration du pyrocatéchol sur la vitesse initiale d’oxydation par la polyphénol
oxydase de (Phoenix dactylifera L) Tedala: (a) Représentation de Michaelis-Menten, (b) Représentation de

Lineweaver-Burk.

L’inhibition de la PPO par exces de substrat a été également rencontrée pour les
PPO de différentes sources végétales (Tomita et al., 1980; Mufioz et al., 2010). Cet effet
peut étre du a la formation d’un complexe actif enzyme-substrat (ES) ou le substrat est mal
orienté dans le site ou bien a la formation d’un complexe ternaire non actif (ESS) (Mufioz
et al., 2010), de méme, la fixation d’une deuxiéme molécule de substrats sur le méme site
enzymatique retarde son action catalytique (Zawistowski et al., 1991).

Haldane (1930) a suggéré que 1I’enzyme possede au moins deux sites actifs

successifs et voisins dont chacun fixe une molécule de substrat conduisant par conséquent

a un complexe inactif.
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Les valeurs des parametres cinétiques (Vmax et Km, et le rapport Vmax/Km efficacité)
obtenus a partir de la représentation graphique de double inverse 1/V=f (1/S) sont ainsi

récapitulées dans le tableau 4.

Tableau 4: Parameétres cinétiques de la PPO des dattes en présence de pyrocatéchol comme substrat

. Vimax Vimax Km Vmax /Km
ource i i

(Abs/min) (mol/min) (mM) @molmindmi)
Tedala 0.24 0,3738+0,0026 85,066+13,314 0.00442
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En effet, les recherches sur les PPOs impliquent généralement [’utilisation de
pyrocatéchol comme substrat. Selon Sachde et al., (1989).

Les valeurs de la constante de Michaelis-Menten déterminées pour le pyrocatéchol
comme substrat pour les PPOs d’artichaut (Cynarascolymus L.) (Dogan et al., 2005), de
poire (Pyruscommunis) (Ziyan et pekyardimci., 2004), de cerise (Malpighiaglabra L.)
(Kumar et al., 2008), de Yam (Dioscoreacayenensis-rotundata cv. Longb6) (Gnangui et
al., 2009 ), des racines de céleri (ApiumgraveolensL.) (Aydemir et Akkanh., 2006); et de
banane (Musa cavendishii) (Unal., 2007) sont respectivement: 10.7, 5.55, 5.2, 13.93, 29 et
8.5 mM.

Une valeur de Kny de 14.3 mM pour la PPO du romarin (Rosmarinusofficinalis L.)
(Aydemir., 2010), 10.7 mM pour la PPO de I’artichaut (Cynarascolymus L.) (Dogan et al.,
2005), 5.5 mM pour la PPO de la poire (Pyruscommunis) (Ziyan et pekyardimci., 2004),
4.5 mM pour la PPO de coing (Yagar & Sagiroglu., 2002), 5.2 mM pour la PPO de cerise
(Malpighiaglabra L.) (Kumar et al.,, 2008), 6.3 mM pour la PPO de la mangue
(Mangiferaindica L.) (Wang et al., 2007), 3.65 mM pour la PPO du raisin (Vitisvinifera
L.) (Onez et al., 2008) et 8.3 mM pour la PPO de céleri (Apiumgraveolens L) (Aydemir et
al., 2006).

Les valeurs de Km et Vimaxde la PPO varies avec le type du substrat, le tampon, de
la concentration ionique, de la température, de la source de I’enzyme, le degré de pureté de
I’enzyme et la méthode utilisée pour son extraction (Arslan et al., 1997 ; Dogan et
Dogan., 2003; Ziyan et Pekyardimci., 2004).

Dogan et al., (2005) supposent que le pH affecte aussi les valeurs apparentes du
Km.

I11. Détermination de la valeur d’ICso de I’acide benzoique sur I’activité enzymatique
de la PPO:

L’effet de différentes concentrations d’acide benzoique, sur ’oxydation de la
pyrocatéchol sur I’activité enzymatique de la polphénol oxydase des dattes Phoenix
dactylifera L cv Tedala a été étudié.

Les resultats trouvés, montre que la concentration de 1’acide benzoique dans le

milieu réactionnel provoque une diminution significative sur I’activit¢ de la PPO.
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La valeur d’ICso est définie comme étant la concentration de I’inhibiteur qui
provoque une diminution de ’activité enzymatique de la PPO par 50% (Chen et al., 1998).

On a obtenu une valeur de 1Cs0=3,87 mM en présence d’acide benzoique.

100

80

60

40

Activité PPO relative (%)

20

Acide benzoique (mM)

Figure 15: L’effet de la concentration de ’acide benzoique sur ’oxydation de pyrocatéchol par la PPO de
dattes (Phoenix dactylifera L cv Tedala ). Les conditions d’essais : 30°C, 1,0 ml de milieu réactionnel
contient 0,05 M de tampon phosphate de potassium (pH 5).

Pour mieux comparer 1’effet de 1’acide benzoique sur les PPOs d’origine végetale et
celle de notre variété, les valeurs d’ICsop de I’acide benzoique, trouvées pour la PPO

obtenues a partir de différentes sources végétales sont indiquées dans les Tableaux 05.
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Tableau 05: Les valeurs d’ICsq de I’acide benzoique trouvée pour la PPO a partir de différentes sources et

différentes substrats

Sources Type de substrat 1ICso MM Références

Phoenix dactylifera L Pyrocatéchol 3,87 +0,081 Notre étude
cv Tedala

Phoenix dactylifera L Pyrocatéchol 0,19 +0,15 Choul.,2016

cv Deglet —Nour

Blé Pyrocatéchol 11.18 Erat et al.,2010

Triticumaestivum L.
Truffe Pyrocatéchol 8.2 Gouzi.,2014
Terfezia leonis Tul

Champignon de Paris Pyrocatéchol 1.00 Chen et al. 2003

Agaricusbisporus 0,147 Gouzi et al.,2010

De plus, d’aprés ces résultats obtenus on constate que le pouvoir inhibiteur de
I’acide benzoique et la valeur d’ICso peut étre influencé beaucoup plus de la source

d’enzyme et le type de substrat choisi lors la mesure de I’activité de la PPO des dattes

IV. Etude Mécanisme cinétique d’inhibition

L’effet inhibiteur de 1’acide benzoique sur I’activité enzymatique de I’extrait brut
de la PPO des dattes de variété Tedala a été étudié en utilisant le pyrocatéchol comme

substrat.

Dans les conditions expérimentales utilisées, 1’oxydation de pyrocatéchol par la
PPO des dattes, suit une cinétique de Michaelis-Menten. La cinétique d’inhibition de la
PPO de datte Tedela par I’acide benzoique a ¢été déterminée par [’analyse des
représentations graphiques en double inverse de Lineweaver-Burk. Les résultats ainsi

trouvées sont représenté dans la figure 14.
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Figure 16: Graphique de Lineweaver-Burk de I’inhibition non compétitive de ’activité de la PPO des dattes

(Phoenix dactylifera L cv Tedala ) par I’acide benzoique. Dont les concentrations sont 0 (@, 1( 0, et 3 (W

En présence d’acide benzoique la représentation graphique de 1/VVo en fonction de

1/[S] est un ensemble de courbes droites, de pentes différentes, et qui se croisent 1’'une sur

I’autre sur I’axe des ordonnées. La valeur de Vmax demeure constante tandis que, la valeur

de Km augmente avec 1’augmentation de la concentration de I’inhibiteur.

02
L

Figure 17 : Représentation de 1’inhibition compétitive (Keillor, 2004)
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Figure 18: schéma de type Michaelis-Menten de I’inhibition compétitive (Keillor, 2004)

L’équation de Lineweaver-Burk pour I’inhibition compétitive s’écrit comme suit:

1o (o) L 3
VO Vmax [S] Vimax

Avec :

0(=1—i—m
K

I

K, : constante de dissociation du complexe EI (mM) ;
[1] : concentration d’inhibiteur (mM).

Les résultats trouvés, montrent que I’acide benzoique provoque une diminution
significative de I’activité pyrocatécholase de la PPO et que son pouvoir inhibiteur, dépend
non seulement de sa concentration dans le milieu reéactionnel, mais aussi de la
concentration du substrat utilisé.

Les valeurs du coefficient de régression linéaire (R?) et des paramétres cinétiques
(Vmax, Km et Ki) des représentations de lineweaver-Burk en absence et en présence de
I’acide benzoique pour le pyropyrocatéchol sont indiquées dans le Tableau (06).

D’aprés la valeur du coefficient de régression (R?= 0,96) on constate que les
données expérimentales ont été parfaitement ajustées par le modele cinétique de

I’inhibition choisi.
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Tableau 06 : Les paramétres cinétiques de I’inhibition de la PPO de datte (Phoenix dactylifera L.) variété

Tedala en présence du pyrocatéchol comme substrat.

Acide benzoique Ki Km Vmax R? Type
(mM) (mM) (mM) (Abs/min) d’inhibition
0 85,066+13,314 0,24 0,969
2 1,93+0,00 150,62 +9,81 0,64+0,02 0,967 Compétitive
4 262.17+12,08 0,966

Les valeurs de Kis indiquees dans le Tableau 07 suggére que cet acide organique
inhibe efficacement 1’activité de la PPO de la variété Tedala en présence de pyrocatéchol,
de méme ce tableau montre que les représentations graphiques de 1/Vo en fonction de
1/[S], est une série de courbes qui se croisent sur I’axe des ordonnées, avec 1’augmentation
de la de la valeur de Km tandis que la valeur de Vmax demeure constante.

L’acide benzoique se fixe uniquement sur l'enzyme libre et non pas sur le complexe
enzyme-substrat.

La constante d’équilibre de fixation de cet inhibiteur sur 1’enzyme libre, K, est
obtenue a partir de la représentation graphique de la constante de Michaelis-Menten
apparente (Km) en fonction de la concentration de 1’acide benzoique.

L’inhibition compétitive de la PPO par 1’acide benzoique observée dans notre étude,
est en accord avec les résultats trouves pour la PPO de champignons par Harry et al.
(1970)

Et pour d’autres PPOs obtenues a partir de différentes sources (Anosike et
Ayaebene, 1982; Robert et al., 1997 ;Ziyan et Pekyardimce, 2004 ; Dogan et al., 2005).
Gunata et al. (1987) et Robert et al. (1997) on observe respectivement, une inhibition de
type compétitive pour les polyphenol oxydases du raisin et de palme avec I’acide
benzoique en présence du pyrocatéchol comme substrat.

Le caractére inhibiteur de 1’acide benzoique est due a la présence du cycle benzeéne

au niveau de sa structure (Queiroz et al., 2008 ; Pifferri et al., 1974).
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CONCLUSION

La variété Tedala des dattes est un fruit de grande valeur nutritionnelle est
commerciale. L’un des problémes le plus souvent rencontré aprés la récolte des dattes,
c’est le changement de leurs propriétés organoleptiques dues aux problémes de
brunissement. Ce phénomeéne biochimique est causé principalement par la polyphénol
oxydase (PPO). Le contrble du brunissement enzymatique des dattes est possible avec
I’utilisation de certains composés organiques d synthése capables d’inhiber I’activité de la
PPO.

Dans ce travail, la polyphénol oxydase des dattes de la variété Tedala a était tout
d’abord extraite puis ses caractéristiques biochimiques ont été déterminées. L’activité de la
PPO de Tedela est optimale a pH 5.0 et elle est plus sable thermiquement. La cinétique de
I’oxydation d pyrocatéchol suit parfaitement le modele cinétique de Michaelis-Meten.

L’application de I’acide benzoique comme inhibiteur pour réduire le brunissement
di a I’enzyme PPO des dattes Pheenix dactylifera L cv Tedala. est ainsi rapportée pour la
premicre fois. L’activité de la PPO e présence du pyrocatéchol come substrat est fortement
inhibée par D’acide benzoique et le degré d’inhibition de 1’enzyme dépend de la
concentration de 1’inhibiteur dans le milieu réactionnel.

L’analyse des résultats de la cinétique d’inhibition montrent que 1’acide benzoique
est un inhibiteur compétitif de la PPO de datte Tedala. Donc ce dernier, se fixe uniqguement
sur I'enzyme libre et non pas sur le complexe enzyme-substrat. L’acide benzoique est non
toxique et peu couteux peut étre donc utilisé dans 1’industrie agro-alimentaire comme agent
anti-brunissement des dattes pendant leur stockage et leur transformation.

Comme perspectives, une amélioration du pouvoir inhibiteur de cet acide organique
est envisageable, et ceci en faisant appel a d’autres moyens physiques comme la
température dont il serait plus intéressant d’étudier I’effet de cet inhibiteur sur les

propriétés cinétiques et thermodynamiques de la PPO.
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Annexe 01: Carte de répartition géographique du genre Phoenix dans le monde

(http://ethnoecologie.revues.org/1524)
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Annexe 02 : tableaux représente les parametres cinétiques de quelques polyphénol oxydase
d’origine végétales

Source substrat Vmax K, Référence
(mM) bibliographique
Cerise Pyrocatéchol 6,97 (UM/min) 10,7 Dogan et al .,(2005)
(Malpghiaglabra) Pyrogallol 13,93 11,6
4-méthylpyrocatéchol 12,20 05,2
Cerise Pyrocatéchol 79.5 (UM/min) 10.7
(Malpighiaglabra) pyrogallol 8.8 (UM/min) 05.2 Kumar et al., (2008)
4-méthylpyrocatéchol 125 (uM/min) 11.6
Pyrocatéchol 3.21(Ul/min ml) 0.1243
Blé Pyrogallol 243 0.1040 Erat et al.,(2010)
(Triticumaestivum) 4-méthylpyrocatéchol  3.02 0.8861
Pyrocatéchol 2,34( uM/min) 2.973
Aubergine 4-methylcatechol 5,55 2.122 Todaro et al.,(2011)
(Solanummelongena L) Acide chlorogénique 2,31 1,351
Pyrocatéchol 0,39( A Abs/ml min) ~ 7,9.10"
Pyrogallol 0,07 7,410*  Dogru&Erat.,(2012)
Persil 4-methylpyrocatéchol 0,05 9,7.10%
(Petroselinumcrispum) L-Dopa 0,02 1,5.10*
Dopamine 0,35 5,93
Catéchin 0,06 1,6. 10
Acide gallique 233(Ul/min ml) 04,2 Goyeneche et al.
Acide pyrogallique 4348 06,3 ,(2013)
Radis Acide chlorogénique 302 07,2
(Raphanussativus) L-tyrosine 495 09,3
Pyrocatechol 1587 28,3
Acide caféique 1695 77.0
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Tableau 03 : Valeurs de pH et de température optimales de quelques PPO d’origine végétale.

Source Substrat pH Température Référence
optimum optimale bibliographique
Chien-rose Catéchol 8,5 25
(Rosa dumalisRechst) 4-methylcatéchol 8,5 20 Sakiroglu et al., (1996)
Pyrogallol 7 15
L-Tyrosine 7 65
P-cresol 5 60
Murier blanc Pyrogallol 7,5 20 Arslan et al., (2005)
(Morus alba L.)
Banane Catéchol 7 30 Unal et al., (2007)
(Musa cavendishii) Catéchol 7 40 K
L-Tyrosine 5,2 47
Cerise y
(Malpighiaglabra) Pyrogallol 8 30 Kumar et al., (2008)
BIé Catéchol 4.5 40 Erat et al., (2010)
(Triticumaestivum) Catéchin 5 35
pyrogallol 5 30
L-dopa S 40
b . 4.5 35
opamine 5 35
4-méthylcatéchol
Catéchol 4 40
) 4-Methylcatechol 4 40
(Psrf'l ’ ) | Pyrogallol 8.5 35
etroselinumcrispum
'-‘DOPa 4.5 45 Dogru et Erat., (2012)
Dopamine 8 45
Catéchin 4 35
Radis Catéchol 7 40
(Raphanussativus) Pyrogallol 7 20 Goyeneche et al., (2013)
Chévrefeuille L-Dopa 7,5 25 Na-Na et al., (2013)

(Lonicerajaponica)
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H\ OH
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(1) R= R’= H; acide p-hydroxybenzoique (1) R= H;acide salicylique (acide o-hydroxy-
benzoique)

(2) R=0H, R’ =H; acide (2") R = OH ; acide gentisique

protocatéchique

(3) R=0CHS3, R’ = H; acide vanillique

(4) R=R’=0H; acide gallique

(5) R =R’ = OCHB3 ; acide syringique

Annexe 04: Structures chimiques des acides benzoiques d’aprés (Ribéraeu-Gayon, 1968)

Annexe 05: Tableau représente quelque type d’inhibiteurs du brunissement enzymatique
(MCEVILY et al., 1992).

Sulfite et dérives

Agents réducteurs Acide ascorbique et analogues
Cystéine et glutathion
Phosphates

Agents chélateurs EDTA

Acide organiques

Acide citrique

phosphorique

Acides carboxyliques aromatiques
Alcools aliphatiques
Inhibiteurs d’enzyme | Anions

Acidifiants

Peptides
Résorcinols substitués
Traitements Oxygenases ,
. o-Methyltransférase
enzymatiques PrOtAASes

Agents complexant Cyclodextrines
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HO O. OH

NH,
tyrosine

(+) catéchine

Série des acides benzoigues

acide p-hydroxybenzoique
HO COOH
HO
acide protocatéchique
HO COOH

HyC—O

acide vanillique
HO: COOH
H;C—0

acide syringique HO@—COOH
H;,C—0

HO
acide gallique HO‘@*COOH
HO

HO (o] OH

HO NH,
Dopa (3,4 dihydroxyphénylalanine)

OH
(-) épicatéchine

Série des acides cinnamiques

o < > acide p-coumarique
\ COOH
HO
acide caféique
HO—(E :)—.\
COOH

H,C—0O
acide férulique
HO: \
COCH

HyC—

HO acide sinapique
COOH

HyC—0

acide chlorogénique
O HO OH

COOH

Annexe 06: Structure de composés phénoliques substrats des polyphénols oxydases

(CHERIOT, 2007)
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Annexe 07: Diffraction aux rayons X de la PPO de V.vinifera. (A) modéle de ruban montrant la forme
ellipsoidale générale, les deux B-feuilles (Bleu), les quatre hélices (Rouge) et le centre & deux cuivre (deux
boules rouge). (B) Représentation de Cade V. vinifera PPO (bleu) avec ceux de la PPO de la patate douce

(jaune) (18) et Neurospora crassa(vert).

n W n Wi

Annexe 08: Site actif de la PPO de V.vinifera PPO (bleu) et la patate douce(jaune) et N.crassa enzyme
(vert) (a) I’entrée de site actif a la surface de I’enzyme utilisant CAVER, (b) Détail sur la coordination des
chaines His avec les deux atomes de cuivres , la distance internucleraire était: Cu-Cu, 4,17A°; CuA a H87,

2.07°; aH108 ,2.16°; H117, 2.35°; CuB a H239, 2.04A°;a H243, 2.15A°; a H272, 2.02A
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Annexe 09: Tableau représente les valeurs d’1Cso de quelques inhibiteurs de la PPO

Inhibiteurs

Sources ICs0 (MM) Références

Azide de sodium

Acide oxalique

Champignons de Paris 3.20
(Agaricusbisporus)

Gouzi et al.,2010

Plagueminier 6.00 Arzuet al., 2004
(Diospyros kaki)

0.0911 Aydemir, 2004
Avrtichauts

(Cynarascolymus)

Champignons de Paris 1,1
(Agaricusbisporus)

Son et al., 2000

Avrtichauts 0.194 Aydemir, 2003
(Cynarascolymus)

0.0331 Arzu et al., 2004
Plaqueminier
(Diospyros kaki)

Cyanure de potassium

Céleri(Apiumgraveolens L.) 2.8.10° Aydemir&Akkanli, 2006

Chlorure de sodium

Umit, 2005

Banane 50
(Musa cavendishii)




